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IL infektivna ličinka 
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HB Heterorhabditis bacteriophora 
Sc Steinernema carpocapsae 
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1 UVOD 
1.1 POVOD ZA DELO 
Rastline imajo sposobnost, da ob napadu škodljivcev sprejmejo različne načine za 
zmanjšanje škode in izgubo vitalnega tkiva (Howe in Jander, 2008). Eden od načinov 
obrambe pred napadom škodljivcev je sproščanje hlapnih snovi, ki povečujejo privlačnost 
rastlin za naravne sovražnike herbivorov (Rasmann in sod., 2005).  
 
Hlapne snovi (HS) se lahko sproščajo iz napadenega kot tudi nenapadenega tkiva rastlin in 
delujejo privabilno ali odvračalno (Hiltpold in sod., 2011). HS delujejo podobno kot 
kemični signali, ki vplivajo na škodljivca in naravnega sovražnika škodljivca. Nekatere 
predhodne raziskave so pokazale, da HS vplivajo tudi na gibanje entomopatogenih ogorčic 
(EO), ki veljajo za naravne sovražnike žuželk (Laznik in Trdan, 2013; Jagodič in sod., 
2017). EO uvrščamo v družini Heterorhabditidae in Steinernematidae in živijo v 
simbiontsko - mutualističnem odnosu z bakterijami. EO v stadiju infektivne ličinke (IL) 
žuželko ubijejo z bakterijami, ki jih nosijo v svojih prebavilih (Gaugler, 2002). IL vstopijo 
v žuželčje telo skozi usta, dihala, zadnjično odprtino, kutikulo in začnejo sproščati 
bakterije. Toksini, ki jih bakterije spuščajo v hemolimfo, oslabijo imunski sistem žuželke. 
Kasneje pride do odpovedi notranjih organov in v 24 do 42 urah po okužbi žuželka pogine 
(Laznik in Trdan, 2011). Pri EO poznamo več načinov  iskanja gostitelja (žuželk); aktivno, 
pasivno in vmesno. Na dražljaje iz okolja, koreninske izločke, HS, izločen CO2, 
temperaturo in pH so najbolj občutljivi predstavniki EO, ki aktivno iščejo gostitelja 
(Lewis, 2002).   
 
Na koreninsko izločanje imajo velik vpliv svetloba, temperatura, mikroorganizmi, starost 
ter vrsta korenin (Pramanik in sod., 2000; Rasmann in sod., 2005). Korenine rastlin 
izločajo HS v tla in s tem povzročajo različne interakcije med rastlinami in talnimi 
organizmi. Rasmann in sod. (2005) so prvič poročali o talnih multitrofičnih interakcijah, 
ko so raziskali povezavo med signali podzemnih delov rastlin, ki jih povzročijo napadi 
škodljivcev in gibanjem EO. Napad ličink koruznega hrošča (Diabrotica virgifera 
virgifera, LeConte, 1868), povzroči sproščanje terpena E-β-kariofilen (β-K), ki privabilno 
deluje na EO, vrste Heterorhabditis megidis. Na podlagi te ugotovitve so se potem 
nadaljevale raziskave na tem področju. Ugotovili so tudi, da nepoškodovani deli rastlin 
izločajo HS. Nepoškodovani koreni navadnega korenja (Daucus carota L.) izločajo 
terpinolen (T), ki odvračalno deluje na EO (Laznik in Trdan, 2016).  
 
EO so v Sloveniji do leta 2007 veljale za tujerodne organizme. Laznik in Trdan (2011) sta 
v laboratorijskih razmerah preučevala učinkovitost EO za zatiranje koloradskega hrošča 
(Leptinotarsa decemlineata Say), rastlinjakovega ščitkarja (Trialeurodes vaporariorum 
Westwood), cvetličnega resarja (Frankliniella occidentalis Pergande) in bolhačev 
(Phyllotera spp.). Rezultati so pokazali, da so EO učinkovite ob upoštevanju določenih 
dejavnikov, kot so npr. vlaga, temperatura in razvojna stopnja žuželke. Ugotovila sta tudi, 
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da je v Sloveniji zastopanih pet vrst EO; Steinernema carpocapsae, S. feltiae, S. affine, S. 
kraussei in Heterorhabditis bacteriophora. Na podlagi teh raziskav je danes mogoča 
uporaba EO v biotičnem varstvu rastlin, tako v zaprtih prostorih kot tudi na prostem 
(Laznik in Trdan, 2011).  
1.2 CILJI RAZISKAVE 
Nekatere predhodne raziskave so pokazale, da korenine koruze (Zea mays L.) in korenja 
(Daucus carota L.), izločajo različne kemične snovi (β-K, T), ki v vodnem mediju vplivajo 
na gibanje EO kot atraktanti ali repelenti. V naši raziskavi smo želeli ugotoviti ali 
omenjeni substanci, ki ju vežemo na zeolit, vplivata na gibanje EO različnih vrst. Ker med 
določenimi vrstami EO obstajajo razlike v njihovem načinu iskanja gostitelja, smo želeli v 
našem poskusu ugotoviti ali je strategija iskanja gostitelja ključna pri sprejemanju 
kemičnih dražljajev iz okolja. V poskus smo vključili tri vrste EO: S. feltiae Filipjev, S. 
carpocapsae Weiser in H. bacteriophora Poinar.   
1.3 DELOVNA HIPOTEZA 
V predhodnih raziskavah so raziskovalci ugotovili, da T deluje na EO odvračalno medtem 
ko β-K privabilno (Laznik in Trdan, 2013, 2016). V naši raziskavi smo uporabili β-K in T, 
ki smo ju vezali na različne debeline inertnega substrata – zeolita ter preučevali kakšen 
vpliv ima na gibanje EO.  
 
Predvidevamo, da je odzivanje na kemične dražljaje pri EO vrstno specifična lastnost, ki je 
pogojena tudi z načinom iskanja gostitelja (aktivno, pasivno, vmesno). Sprejemanje 
kemičnih dražljajev je odvisno od kemične snovi in od debeline inertnega substrata 
(zeolit).  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 BIOTIČNO VARSTVO RASTLIN 
Poznamo več načinov zatiranja škodljivih organizmov v kmetijstvu in gozdarstvu, eden 
izmed njih je tudi biotično varstvo, pri katerem se uporablja žive koristne organizme. To so 
domorodne ali tujerodne vrste organizmov, kot so živi naravni sovražniki, antagonisti ali 
kompetitorji ali njihovi produkti in drugi organizmi, ki se lahko sami razmnožujejo, 
vključno s tistimi, ki so formulirani kot komercialni proizvodi za biotično varstvo rastlin 
(Milevoj, 2011). Žive koristne organizme načrtno uporabljamo za zatiranje in 
obvladovanje škodljivih organizmov in njihovih populacij na prostem, v rastlinjakih in 
zavarovanih ter v bivalnih prostorih  (Milevoj, 2011). 
2.1.1 Zgodovina biotičnega varstva rastlin 
Za začetek biotičnega varstva rastlin velja leto 1873, ko so v Evropo vnesli plenilsko 
pršico Tyroglyphus phylloxerae z namenom zatiranja trtne uši (Daktulosphaira vitifoliae) 
(Milevoj, 2011). Nato so v Avstraliji leta 1888 uporabili plenilsko polonico (Rodolia 
cardinalis) in jo načrtno vnašali v okolje za zatiranje pomarančevega kaparja (Icerya 
purchasi) (Milevoj, 2011). Med leti 1930 in 1940 je biotično varstvo doživelo razcvet, saj 
so na različnih območjih odkrili kar 57 vrst koristnih organizmov. Leta 1955 so ustanovili 
tudi mednarodno organizacijo za biotično varstvo rastlin (IOBC). O modernem obdobju v 
biotičnem varstvu rastlin govorimo od leta 1956 dalje (Milevoj, 2011). 
 
V 80. letih prejšnjega stoletja so v Sloveniji začeli obravnavati domorodne koristne 
organizme ter njihov pomen pri zatiranju škodljivcev. Začetnica biotičnega varstva v 
Sloveniji je prof. dr. Lea Milevoj. Od 13. maja 2006 imamo v Sloveniji v veljavi Pravilnik 
o biotičnem varstvu rastlin (Ur. I. RS, št. 45/06). Ta pravilnik določa seznam domorodnih 
in tujerodnih vrst organizmov za biotično varstvo rastlin, pogoje za vnos, gojenje, uporabo, 
pogoje glede prostorov, vlogo za izdajanje dovoljenj za vnos in uporabo tujerodnih vrst 
organizmov. Trenutno je na seznamu 28 domorodnih ter 80 vrst tujerodnih organizmov. Na 
podlagi Pravilnika o biotičnem varstvu rastlin je v Sloveniji možna le uporaba tistih 
agensov, ki so na seznamu domorodnih koristnih organizmov za namene biotičnega 
varstva rastlin. Mednje uvrščamo tudi EO (Laznik in Trdan, 2011).  
 
V Evropi se s trženjem pripravkov, ki delujejo na principu biotičnih agensov, ukvarja kar 
nekaj podjetij; Koppert (Nizozemska), Biobest (Belgija), E-nema (Nemčija), Andermatt 
Biocontrol (Švica), Syngenta Bioline (VB). V Sloveniji imamo dva uvoznika biotičnih 
pripravkov, to sta Zeleni hit d.o.o. in Metrob d.o.o.  
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2.1.2 Biotični agensi 
Koristni organizmi ali z drugo besedo biotični agensi (ang. Biological control agents) se 
hranijo s škodljivimi organizmi rastlin ter se v njih ali njihovi bližini tudi razvijajo. S tem 
škodljive organizme uničijo. Med naravne sovražnike spadajo parazitoidi, predatorji in 
patogeni (entomopatogene glive, EO, bakulovirusi, protozoe) (Milevoj, 2011). 
 
Parazitoidi so naravni sovražniki, ki večino svojega življenja preživijo na ali v gostitelju, 
ga zajedajo, izčrpavajo in uničijo. V tej skupini koristih organizmov sta najbolj zastopani 
skupini predstavnikov iz reda kožekrilcev (Hymenoptera) in dvorilcev (Diptera) (Milevoj, 
2011).  
 
Predatorji napadejo rastlinske škodljivce, jih pojedo, izsesajo in uničijo. Predatorji ali 
plenilci so večji od škodljivcev in napadejo v različnih razvojnih stadijih. Sem spadajo 
plenilske pršice, polonice, plenilski resarji, trepetavke, plenilske stenice in tenčičarice 
(Milevoj, 2011).  
 
Patogeni imajo sposobnost, da uspešno okužijo gostitelja, kjer kasneje povzročijo 
bolezenska znamenja. Mednje uvrščamo tudi EO (Milevoj, 2011).  
2.1.3 Pristopi v biotičnem varstvu 
2.1.3.1 Varovalno biotično varstvo  
Gre za način varovanja domorodnih koristnih organizmov na prostem. S setvijo vmesnih 
posevkov ter privabilnih rastlin in z uporabo okolju prijazne agrotehnike skrbimo za 
naselitev in razmnoževanje domorodnih koristnih organizmov. Cilj varovalnega biotičnega 
varstva je vzdrževanje koristnih vrst organizmov ter vzpostavljanje ravnotežja med 
škodljivci in koristnimi organizmi (Milevoj, 2011).  
2.1.3.2 Klasično biotično varstvo  
Gre za način biotičnega varstva z načrtovanim vnosom tujerodne koristne vrste na prostem 
z namenom zatiranja tujerodnega škodljivega organizma, ki se je k nam razširil od drugod. 
Cilj je, da preprečimo širjenje tujerodnega škodljivega organizma, ker v novem okolju 
nima naravnih sovražnikov (Milevoj, 2011).  
2.1.3.3 Masovno razmnoževalno biotično varstvo 
Pri tem biotičnem varstvu rastlin ločimo dva načina, inokulativno in preplavno biotično 
varstvo. Inokulativni način se opravlja v zaprtih prostorih, steklenjakih ali rastlinjakih. 
Laboratorijsko namnožene domorodne ali tujerodne koristne vrste se nanese enkrat ali 
večkrat v rastni sezoni. Cilj je, da se nanešena domorodna ali tujerodna koristna vrsta 
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samodejno razmnožuje skozi več generacij in zatre škodljivca (Milevoj, 2011). Pri 
preplavnem biotičnem varstvu pa laboratorijsko namnožene domorodne ali tujerodne 
koristne vrste nanesemo v večjem številu, ki po vnosu preplavijo ciljni prostor. Ciljni 
prostor je v tem primeru zgolj zaprti prostor (rastlinjak, steklenjak, plastenjak). S tem 
dosežemo hitro zmanjšanje števila škodljivcev. V primeru, da se škodljivec ponovno 
prenamnoži, postopek zatiranja ponovimo (Milevoj, 2011).  
2.2 ENTOMOPATOGENE OGORČICE  
2.2.1 Delovanje entomopatogenih ogorčic 
Ogorčice, ki parazitirajo žuželke, imenujemo EO. EO je besedna sestavljanka iz besed 
entomon (žuželka) in pathos (bolezen) (Nguyen in Hunt, 2007). EO uvrščamo v deblo 
Nemata ter družini Steinernematidae  (rod Steinernema [56 vrst], Neosteinernema [1 
vrsta]) in Heterorhabditidae (rod Heterorhabditis [13 vrst]) (Gaugler, 2002).   
 
EO so talni organizmi, ki živijo z bakterijami v mutualističnem odnosu. Simbiontske 
bakterije nosijo ogorčice v posebnih črevesnih veziklih. V sožitju živijo EO samo z 
bakterijami iz rodu Photorhabdus (rod EO Heterorhabditis) in Xenorhabdus (rod EO 
Steinernema) (Gaugler, 2002). Sposobnost vstopa v gostitelja ima le parazitski stadij, ki ga 
pri EO imenujemo infektivna ličinka (IL). Ta predstavljajo 3. larvalni stadij prve 
generacije EO, ki hkrati predstavlja tudi fazo, v kateri lahko EO preživi neugodne okoljske 
razmere (Gaugler, 2002). 
 
IL EO vstopi v žuželčje telo (skozi dihala, usta, zadnjično odprtino, kutikulo) in se naseli v 
njen hemolimfni sistem. Tu začne sproščati svoje simbiontske bakterije, ki začnejo tvoriti 
toksine. Zaradi sproščanja toksinov v hemolimfo pride do oslabitve imunskega sistema 
gostitelja. Odpoved notranjih organov privede do pogina gostitelja. Do pogina gostitelja 
pride od 24 do 72 ur po okužbi (Gaugler, 2002). Ključno pri tem procesu je sobivanje EO 
in bakterije. EO omogoči bakterijam vstop v gostitelja, ki ga nato bakterije ubijejo. 
Bakterije telo gostitelja razgradijo, da ga lahko EO sama uporabi za hrano (Gaugler, 2002). 
2.2.2 Gibanje entomopatogenih ogorčic 
Pri EO, natančneje v fazi IL, poznamo več različnih načinov gibanja in strategij iskanja 
gostitelja. Način premikanja in kako globoko so v tleh, je vrstno specifična lastnost. Vrsta 
S. carpocapsae se giblje približno 2 cm globoko v tleh, H. bacteriophora pa nekje 8 cm 
globoko (Gaugler, 2002). 
 
Nekatere vrste EO, med njimi tudi S. carpocapsae, iščejo svojega gostitelja pasivno. Imajo 
sposobnost, da se postavijo na rep in čakajo na gostitelja, da pride mimo. Pasivni način 
premikanja poteka tudi s pomočjo vode in vetra (Koppenhofer in Kaya, 2002). Spet druge 
vrste iščejo svojega gostitelja aktivno. Taki vrsti EO sta H. bacteriophora in S. kraussei 
(Lewis, 2002). Gaugler (2002) je v svoji raziskavi ugotovil, da se lahko IL v mesecu dni, 
6 
Kunšek B. Odziv entomopatogenih ogorčic … na izbrane kemične snovi, vezane na zeolit.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2020  
 
premaknejo tudi za 90 cm. Poznamo tudi vmesni način iskanja gostitelja. Gre za 
kombinacijo aktivnega in pasivnega iskanja svojega gostitelja. V to skupino uvrščamo 
večino vrst EO, med njimi tudi S. feltiae (Lewis, 2002). Dosedanje raziskave so pokazale, 
da so ogorčice, ki svojega gostitelja iščejo aktivno, bolj občutljive na dražljaje iz okolja 
(Lewis, 2002). Na gibanje EO vplivajo tudi izločki, ki jih oddajajo korenine rastlin, 
količina izločenega CO2, temperatura, pH tal in električno polje (Lewis, 2002, Rasmann in 
sod., 2005).   
2.2.3 Zastopanost entomopatogenih ogorčic v Sloveniji 
Med leti 2006 in 2009 so v Sloveniji potekale raziskave vezane na preučevanje 
zastopanosti EO v slovenskih tleh (Laznik in Trdan, 2011). Skupno je bilo odvzetih 570 
talnih vzorcev na 114 lokacijah po celi državi. Zastopanost EO so potrdili v 31 talnih 
vzorcih, kar je predstavljalo le 5 % odvzetih vzorcev. V Sloveniji so tako zastopane vrste 
S. carpocapsae, S. feltiae, S. affine, S. kraussei in H. bacteriophora (Laznik in Trdan, 
2011). Na podlagi teh raziskav, so odkrite EO vpisali na seznam domorodnih koristnih 
organizmov. Danes imamo zato  zakonsko (Pravilnik o biotičnem varstvu rastlin) 
dovoljeno uporabo prej omenjenih vrst EO v biotičnem varstvu rastlin, tako v zavarovanih 
prostorih kot tudi na prostem (Laznik in Trdan, 2011).  
2.2.4 Opis izbranih vrst entomopatogenih ogorčic 
2.2.4.1 Steinernema feltiae (Filipjev) 
 
Raziskave so pokazale, da gre za najpogosteje zastopano vrsto EO v Sloveniji. Njeno 
zastopanost so slovenski raziskovalci potrdili na Notranjskem, Dolenjskem in Prekmurju, 
in sicer v petnajstih odvzetih talnih vzorcih (Laznik in Trdan, 2011). Vrsto S. feltiae 
uvrščamo v skupino feltiae in živi v simbiozi z bakterijo Xenorhabdus bovienii. Velikost 
IL se giblje od 700 do 1000 µm. Najprimernejša temperatura za njeno optimalno delovanje 
je med 15 in 20 °C. V biotičnem varstvu najučinkovitejše zatira žuželke iz redov hroščev 
(Coleoptera), dvokrilcev (Diptera), metuljev (Lepidoptera), kožekrilcev (Hymenoptera), 
ravnokrilcev (Orthoptera) in resarjev (Thysanoptera) (Nguyen in Hunt, 2007). Gre za vrsto, 
ki svojega gostitelja išče na vmesni način. 
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2.2.4.2 Steinernema caprocapsae Weiser 
 
V dvanajstih odvzetih vzorcih so v Sloveniji potrdili zastopanost vrste S. carpocapsae 
(Laznik in Trdan, 2011). Vrsta spada v skupino carpocapsae. IL merijo od 440 do 650 µm 
in živijo v simbiozi z bakterijo Xenorhabdus nematophila (Nguyen in Hunt, 2007). 
Uporablja se za zatiranje žuželk iz redov hroščev (Coleoptera), resarjev (Thysanoptera), 
metuljev (Lepidoptera) in določenih vrst iz reda dvokrilcev (Diptera) (Laznik in Trdan, 
2011). Prednost te vrste EO je enostavno razmnoževanje ter odpornost v sušnih razmerah, 
tudi do več mesecev. Njihov optimalni temperaturni interval za delovanje je med 22 in 28 
°C, gostitelja iščejo pasivno. 
 
2.2.4.3 Heterorhabditis bakteriophora Poinar 
 
Gre za edino vrsto ogorčice iz rodu Heterorhabditis, ki so jo do sedaj potrdili v Sloveniji 
(Laznik in Trdan, 2011). V biotičnem varstvu rastlin se uporabljajo za zatiranje rilčkarjev 
(Curculionidae), pahljačnikov (Scarabaeidae) ter lepenjcev (Chrysomelidae) ter nekaterih 
predstavnikov iz reda metuljev (Lepidoptera) in dvokrilcev (Diptera) (Laznik in Trdan, 
2011). IL merijo od 520 do 600 µm in so najaktivnejše v temperaturnem območju med 20 
in 28 °C (Laznik in Trdan, 2011). Živijo v simbiozi z bakterijo Photorhabdus luminescens 
ter aktivno iščejo gostitelja.  
 
Slika 1: Infektivne ličinke vrste H. bacteriophora (Foto: J. Rupnik) 
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2.2.5 Dejavniki, ki vplivajo na preživetje entomopatogenih ogorčic 
Največji vpliv na uspešno delovanje EO imajo okoljske razmere. Omejujoči dejavniki, ki 
močno vplivajo na preživetje EO so temperatura, vlaga v tleh ter svetloba, poleg tega pa 
tudi osmotski stres, kisik v tleh, prisotnost gostiteljskih organizmov in naravnih 
sovražnikov (Laznik in Trdan, 2011). Le EO v razvojnem stadiju IL imajo sposobnost, da 
neugodne okoljske razmere preživijo v dormantnem stanju. Takrat se ustna in zadnjična 
odprtina IL zapreta, upočasni se metabolizem, vse dokler niso razmere za njihov razvoj 
ponovno optimalne (Gaugler, 2002).   
 
2.2.5.1 Vlaga 
 
Najpomembnejši dejavnik za preživetje EO je vlaga, saj za premikanje potrebujejo vodni 
film okoli svojega telesa. V primeru sušnih razmer je zelo velika verjetnost, da EO ne 
preživijo, ker se težje ali pa se sploh ne premikajo. Vrste EO iz rodov Heterorhabditis in 
Steinernema lahko na površju tal preživijo le nekaj ur. V suhih tleh na globini 8 cm pa od 2 
do 3 tedne (Gaugler, 2002). Da bi zmanjšale izgubo vode, nekatere EO v času sušnih 
razmer oblikujejo povrhnjico (Gaugler, 2002).  
 
2.2.5.2 Temperatura 
 
EO potrebujejo za uspešno delovanje in najvišjo stopnjo parazitiranja žuželk temperaturo 
med 18 in 25 °C (Laznik in Trdan, 2011). Občutljivost na temperaturo je pri EO vrstno 
specifična lastnost (Laznik in Trdan, 2011). Običajno se pri temperaturah, nižjih od 10 °C 
metabolizem IL upočasni, obstajajo pa tudi vrste EO, ki preživijo pod 0 °C. Mraz dobro 
prenašajo vrste S. feltiae, S. anomali, S. kraussei in H. bacteriophora. Dokazali so, da 
živijo tudi v območju od -22 do -14 °C (Gaugler, 2002). Na območju Nove Mehike so 
izolirali EO S. riobrave, ki ji ustrezajo višje temperature. Uspešno parazitira svojega 
gostitelja pri temperaturah višjih od 35 °C (Gaugler, 2002).  
 
2.2.5.3 Svetloba 
 
Telo EO je brez melanina. Gre za snov, ki ščiti organizme pred UV sevanjem. EO so zato 
občutljive na svetlobo (Gangler, 2002). Opravili so tudi raziskave, kjer so preučevali 
izpostavljenost EO sončnemu sevanju. Rezultati so pokazali, da je bila smrtnost pri vrsti H. 
bacteriophora po 2 minutah izpostavljenosti UV sevanju, več kot 60 % (Gaugler, 2002). 
Podobne rezultate so dobili tudi Koppenhofer (2000) in Smith (1999).  
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2.3 KORENINSKI IZLOČKI 
Rizosfera predstavlja območje tal, kjer je visoka biotična aktivnost in ima vpliv na mnoge 
trofične sisteme. V tem območju tal se nahajajo tudi korenine (Bais in sod., 2006). Rastline 
vplivajo na abiotične in biotične dejavnike v tleh, saj lahko preko rastlinskih izločkov 
izločijo do 20 % fotosintetsko vezanega ogljika (Bais in sod., 2006). Koreninski izločki v 
tleh vplivajo na spremembo pH, tvorbo kelatov in povečajo razgradnjo organske snovi. K 
zadnjemu pripomore povečan mikrobiološki metabolizem. Tudi abiotski dejavniki so tisti, 
med njimi sušni stres, ki vplivajo na izločanje ogljikovih molekul (Henry in sod., 2007).  
 
Na talne organizme lahko posredno ali neposredno vplivajo različne vrste koreninskih 
izločkov. Koreninski izločki so lahko proteini, amino kisline, manjše hlapne komponente 
in kompleksni polisaharidi. Rastline imajo sposobnost, da se z izločanjem rastlinskih 
metabolitov branijo pred patogeni in škodljivci korenin. Poleg obrambne funkcije lahko 
rastlinski metaboliti uravnavajo fizikalno-kemijske lastnosti tal, zavirajo rast sosednjih 
rastlin ter sodelujejo pri nastanku koristnih simbioz (Flores in sod., 1999).  
 
Pred napadom škodljivcev se rastline branijo na različne načine; ločimo posredne in 
neposredne načine obrambe. Rastlinske dlačice in trni so neposreden način obrambe, 
medtem ko tvorba sekundarnih metabolitov predstavlja posredni način obrambe rastlin. 
Leta 1988 sta raziskovalca potrdila, da rastline izločajo določene HS, ki imajo vpliv na 
njihovo obrambo (Dicke in Sabelis, 1988). Raziskovalca sta ugotovila, da rastline izločajo 
določene HS, ki privabljajo koristne organizme, ki se nato prehranjujejo s škodljivimi 
organizmi. Pri HS gre za lipofilne komponente, ki imajo visok parni tlak in se iz plodov, 
listov in cvetov izločajo v tla in ozračje (Dudareva in sod., 2006). Pomembno vlogo imajo 
poleg vizualnih tudi kemični signali, med katere spadajo tudi različni sekundarni metaboliti 
rastlin; fenil propanoidi, derivati maščobnih kislin, terpeni in benzoidi. Gre za hlapne 
organske spojine, ki jih proizvajajo tako poškodovane kot tudi nepoškodovane rastline 
(Mumm in Dick, 2010). HS delujejo kot atraktanti ali repelenti na več skupin organizmov, 
med njimi tudi ogorčice, pršice, polže (Bais in sod., 2006).  
2.3.1 Dejavniki, ki vplivajo na koreninsko izločanje 
Koreninsko izločanje je posledica delovanja biotskih in abiotskih dejavnikov. Tako imajo 
na izločanje velik vpliv svetloba, temperatura in mikroorganizmi. Vpliva pa tudi starost 
korenin in vrsta rastline (Pramanik in sod., 2000; Rasmann in sod., 2005). 
 
Na izločanje koreninskih izločkov vpliva intenzivnost svetlobe v rastnih razmerah rastline 
(Gil in sod., 2020; Hitpold in sod., 2013). Večja je intenzivnost svetlobe, več snovi izločajo 
korenine. Dejstvo so potrdili na poskusu s paradižnikom (Solanum lycopersicum L.), kjer 
je bila količina aspartinske, glutaminske kisline ter fenilaminov manjša kot v senci (Gil in 
sod., 2020). Podobne rezultate so raziskovalci dobili pri podzemni detelji (Trifolium 
subterraneum L.). Več svetlobe je povzročilo večje izločanja C-alanina, serina in 
glutaminske kisline. Z višanjem temperatur se pri paradižniku, prav tako tudi pri podzemni 
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detelji, izločilo več aminokislin, med njimi največ aspargina. Jagode pa so pri nižjih 
temperaturah, od 5 do 10 °C,  bolj podvržene napadu patogenov, prav zaradi povečanega 
izločanja aspargina (Bais in sod, 2006).  
 
V tleh imajo na metabolizem korenin, prepustnost koreninskih celic ter na izločanje snovi 
vpliv tudi mikroorganizmi (Hiltpold in sod., 2013). Določena vrsta bakterij in gliv poveča 
izločanje skopoletina pri ovsu (Avena sativa L.). Vpliv na izločanje naj bi imeli tudi 
nekateri antibiotiki. Vsaka vrsta mikroorganizma vpliva tudi na intenzivnost koreninskega 
izločanja. Tako se je koreninski izloček pri pšenici (Triticum aestivum L.) ob prisotnosti 
mikroorganizmov povečal za štirikrat. Raziskovalci so ugotovili, da je pri koreninskem 
izločanju pomembna fiziološka aktivnost rastlin, kot so transpiracija, pomanjkanje hranil, 
fotosinteza, mikoriza in še drugi dejavniki (Hiltpold in sod., 2013). 
 
Vsaka rastlinska vrsta tvori različen spekter in količino rastlinskih izločkov. V izločkih 
korenin ječmena in pšenice so ugotovili različne vsebnosti sladkorjev; ramnoze, galaktoze 
in glukoze. Specifičnost delovanja koreninskih izločkov na druge organizme lahko 
potrdimo s fitoparazitskimi ogorčicami. Vrsta Heterodera rostochiensis komunicira preko 
koreninskih izločkov rastlin iz družine razhudnikovk (Solanaceae) - krompir in paradižnik, 
ne odziva pa se na izločke bele gorjušice (Sinapis alba L.) in pese (Beta vulgaris L.) (Bais 
in sod., 2006).  
 
Tudi starost rastlin vpliva na njihovo izločanje. Grah (Pisum sativum L.) in oves največ 
sladkorjev in aminokislin izločata v začetni fazi rasti, in sicer v prvih desetih dneh (Caputo 
in sod., 1999). Da starost rastlin res vpliva na izločanje, so potrdili tudi pri paradižniku, 
kumarah (Cucumis sativus L.) in papriki (Capsicum annuum L.). Snov 3-pirozolilanin se 
pri kumarah izloča v začetni fazi rasti, pri ostalih dveh rastlinah pa se v času zorenja izloča 
tirozin (Vančura in sod., 1965).  
2.3.2 Vpliv HS na talno bioto 
Različne HS se skozi korenine rastlin izločajo v tla in povzročajo interakcije med talnimi 
organizmi in rastlinami (Flores in sod., 1999).  
 
HS vplivajo na različne interakcije (Slika 2). 
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Slika 2: Vpliv hlapnih rastlinskih izločkov na talno bioto (Hiltpold in sod., 2011). Na sliki je prikazana 
interakcije med rastlino in rastlino (A), rastlino in mikrobi (B), rastlino in škodljivcem (C) ter interakcija med 
rastlino, škodljivcem in plenilcem (D). 
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2.4 TALNE MULTITROFIČNE INTERAKCIJE 
Rastline lahko po napadu škodljivca sprejmejo različne strategije za zmanjševanje škode in 
izgubo vitalnega tkiva. Ena izmed strategij obrambe in zaščite je sproščanje HS, ki 
povečujejo privlačnost rastlin za naravne sovražnike herbivorov (Rasmann in sod., 2005). 
Že zelo majhne količine koreninskih izločkov poškodovanih korenin rastlin lahko 
privabljajo EO. To so dokazali tudi številni raziskovalci (Ali in sod., 2010; Laznik in 
Trdan, 2013, 2016).   
 
Rasmann in sod. (2005) so prvi poročali o talnih multitrofičnih interakcijah, raziskali so 
povezavo med signali podzemnih delov rastlin, ki jih povzročajo napadi škodljivih 
organizmov in gibanjem EO. Korenine koruze sproščajo terpen β-K kot posledico napada 
ličink koruznega hrošča, ki privabilno deluje na EO vrste H. megidis. Raziskovalci so z 
olfaktometrom dokazali, da mehanske poškodbe korenin koruze in korenine koruze, ki niso 
bile poškodovane, niso privabljale EO vrste H. megidis. Korenine, ki so bile poškodovane 
zaradi ličink koruznega hrošča, so privabilno delovale na EO H. megidis. Obstoj te 
multitrofične interakcije so potrdili poskusi v laboratoriju in tudi na prostem. Na podlagi te 
ugotovitve se je spodbudilo raziskovanje HS, ki se sproščajo po poškodbah korenin v 
rizosfero (Rasmann in sod., 2005; Hiltpold in sod., 2011; Laznik in Trdan, 2013, 2016; 
Jagodič in sod., 2017; Voglar in sod., 2019, Laznik in sod., 2020). Največ raziskav je bilo 
do sedaj narejenih na koruzi, so pa raziskovalci preučevali multitrofične interakcije tudi na 
drugih rastlinskih vrstah (Weissteiner in sod., 2010; Crepso in sod., 2012; Gfeller in sod., 
2013; Voglar in sod., 2019; Laznik in sod., 2020).  
 
Preučevali so tudi korenine bombaža (Gossypium herbaceum L.), ki izločajo več kot 10 
različnih spojin ter prišli do ugotovitve, da EO H. megidis najbolj privablja terpenoid 
aristolen. V isti raziskavi so mnogo manjše količine HS izločale korenine črne vinje (Vigna 
unguiculata [L.] Walp). Posledično je bil tudi kemotropični odziv EO h koreninam črne 
vinje manjši kot pri bombažu (Rasmann in Turlings, 2008).   
 
V Sloveniji so raziskovalci ugotovili, da terpena linalool in α-kariofilen, delujeta 
privabilno za EO vrste S. carpocapsae in H. bacteriophora (Laznik in Trdan, 2013). Prav 
tako črna gorjušica izloča produkte glukozinolatov in žveplove spojine, ki vplivajo na 
multitrofične interakcije, med drugim tudi na gibanje EO (Jagodič in sod., 2017). Dokazali 
so, da nepoškodovani koreni navadnega korenja izločajo terpinolen in α-pinen. Te snovi 
odvračalno delujejo na EO (Laznik in Trdan, 2016a). Multitrofične interakcije so 
raziskovali tudi po napadu ogrcev gozdnega majskega hrošča (Melolontha hippocastani 
Fabricius, 1801) v krompirju (Laznik in Trdan, 2016b). HS dekanal deluje privabilno za 
EO vrste H. bacteriophora in S. kraussei. Voglar in sod. (2019) so dokazali, da korenine 
bukve (Fagus sylvatica L.) v onesnaženih tleh s težkimi kovinami, izločajo snovi, ki 
privabljajo EO. Laznik in sod. (2020) so ugotovili, da etanolni izvleček konoplje vpliva na 
gibanje EO v laboratorijskih razmerah. 
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2.5 LABORATORIJSKE ANALIZE ZA ZAZNAVANJE HLAPNIH RASTLINSKIH 
IZLOČKOV 
Večina raziskav HS v tleh in multitrofičnih interakcij je temeljila na opazovanju dogodkov 
na površju tal. Ker so tla več fazni sistem, je preučevanje HS oteženo. Posledično skoraj 
vse raziskave potekajo v laboratoriju (»in vitro«) (Hiltpold in sod., 2013).   
 
Za zaznavanje HS se uporablja aktivna in pasivna metodologija (Hiltpold in sod., 2013).  
Pasivna metodologija uporablja SPME metodo hlapnih komponent (solid phase 
microextraction). Uporablja se v primeru, ko so HS v večjih koncentracijah in brez 
uporabe topil. HS se vežejo na kondenzirana silicijeva vlakna, od koder jih kasneje 
sprostimo in analiziramo s plinsko kromatografijo. Uporabimo poškodovane korenine, jih 
zamrznemo in nato zmeljemo v prah ter izpostavimo silicijevim vlaknom (Rasmann in 
sod., 2005). Metoda je učinkovita za analiziranje HS. Postopek pa zahteva, da je rastlinski 
material mlet in zdrobljen, zato govorimo o destruktivni metodi.  
 
Poleg pasivne poznamo tudi aktivno metodologijo za zaznavanje HS, pri kateri se z 
uporabo topila in adsorbenta izločijo hlapne komponente. Pri tej metodi zrak potuje skozi 
steklene cevke, ki predstavljajo adsorbcijske plasti, kjer se v granulah nahaja adsorbent. 
HS se na tem mestu vežejo in nalagajo. Iz adsorbcijskih plasti nato HS izperejo s topilom. 
HS se v večini primerov analizira s pomočjo plinske kromatografije skupaj z masno 
spektrometrijo (Rasmann in sod., 2005). 
2.6 UPORABA HS V KMETIJSTVU 
Rastline oddajajo veliko HS iz njihovih vegetativnih delov v okolje (Dudareva in sod., 
2006). HS se sproščajo ob napadu herbivorov, prav tako pa HS oddajajo nepoškodovane 
rastline, zlasti drevesne vrste, ki imajo visoko sposobnost izločanja HS (Kesselmeir in 
Standt, 1999).  
 
Veliko vlogo ima odzivnost EO na dražljaje. Zaradi velikega števila IL v generaciji in 
kratko obdobje ene generacije, so EO primerne za preučevanje izboljšanja infektivnosti in 
lociranja gostitelja (Gaugler in sod., 1989, Gaugler in Campbell, 1991). S pomočjo 
olfaktometra za merjenje HS E-β-K so dokazali povečan vpliv E-β-K na IL EO H. 
bacteriophora (Hiltpold in sod., 2010a).  
 
Na Madžarskem so v poljskem poskusu dokazali, da je bil novi sev IL učinkovitejši pri 
zatiranju ličink koruznega hrošča, obstojnost E-β-K pa je bila enaka (Hiltpold in sod., 
2010b). Ugotovili so, da se izbrani sev odziva še na HS E-β-farnesen in monoterpen α-
pinen, ki prav tako spadata med seskviterpene kot E-β-K (Hiltpold in sod., 2010a). S tem 
so dokazali, da odzivnost ali vpliv na HS E-β-K, ni specifična. Odzivnost ali vpliv naj bi 
bila odvisna tudi od razpršitve HS v tleh (Hiltpold in sod., 2013).  
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2.6.1 Pomen HS terpinolena 
Terpinolen (T) je organska spojina, ki jo uvrščamo med terpene, natančneje monoterpene. 
Gre za skupino organskih spojin, ki jih proizvajajo skoraj vse rastline. Terpeni imajo 
pomembno fiziološko vlogo v primarnem metabolizmu kot fitohormoni, fotosintezni 
pigmenti, stabilizirajo membranske strukturne komponente itd. Njihova glavna vloga je 
sposobnost izražanja intenzivnih arom in okusov. Kemijska formula T je C10H16. T je 
sestavina mnogih eteričnih olj citrusov, brina, peteršilja in drugih kmetijskih rastlin 
(Ainane in sod., 2019). 
 
Slovenska raziskovalca (Laznik in Trdan, 2016a) sta nadgradila študijo Weissteinerja 
(2010) na koreninah korenja in sproščanju HS. V raziskavi sta uporabila štiri vrste EO (S. 
feltiae, S. carpocapsae, S. kraussei in H. bacteriophora) in pet HS (α-pinen, bornil acetat, 
terpinolen, 4-di-ter-butifenol in 2-etil-heksanol), ki jih sproščajo 
poškodovane/nepoškodovane korenine korenja. Terpinolen je snov, ki jo izločajo zdrave 
korenine korenja. Rezultati raziskave so pokazali, da snov deluje repelentno na EO 
različnih vrst. To pomeni, da rastlina odda preko kemičnega signala EO v okolje sporočilo, 
da je zdrava in ne potrebuje dodatne zaščite (Laznik in Trdan, 2016a). Ugotovitev bi 
potencialno lahko imela velik pomen pri optimizaciji biotičnega varstva v kmetijstvu, saj 
bi lahko s snovmi, ki delujejo bodisi odvračalno ali privabilno lažje upravljali z biotičnimi 
agensi v praksi. Njihovo delovanje bi torej lahko usmerili proti/od rastlin in s tem povečali 
njihovo učinkovitost (optimizacija) (Laznik in Trdan, 2016a). 
2.6.2 Pomen HS E-β-kariofilena 
E-β-K je organska kemična spojina, naravni biciklični seskviterpen s kemijsko formulo 
C15H24. Je brezbarvna oljnata tekočina, z vreliščem pri 130 °C in je sestavni del številnih 
eteričnih olj, zlasti olja iz klinčkov, konoplje, rožmarina in hmelja. Običajno gre za zmes s 
humulenom, ki deluje tudi privabilno za določene žuželke. To pomeni, da ima pomembno 
funkcijo pri komunikaciji in obrambi rastlin (Rasmann in sod., 2005).  
 
Rasmann in sod. (2005) so ugotovili, da ličinke koruznega hrošča inducirajo izločanje 
terpena E-β-K iz korenin koruze. Njihova raziskava je pokazala, da terpen E-β-K vpliva 
privabilno na EO H. megidis. To pomeni, da napadena rastlina izloča določene kemične 
signale, ki naravnim sovražnikom žuželk sporočajo, naj se jim približajo (Laznik in Trdan, 
2016a; Rasmann in sod., 2005). Slovenski raziskovalci so izvedli raziskavo, kjer so 
preučevali pomen onesnaženosti tal s težkimi kovinami na multitrofične interakcije na 
primeru bukve (Voglar in sod., 2019). Ugotovili so, da poškodovane korenine izločajo E-β-
K, ki ima vpliv na gibanje EO S. carpocapsae. Oba primera nakazujeta, da določene 
rastline, ki so v stresu (herbivorni stres, onesnaženost tal) začnejo izločati kemične signale 
v okolje. Snov E-β-K deluje kot atraktant na EO. Raziskovalci tej snovi pripisujejo velik 
pomen pri optimizaciji biotičnega varstva v kmetijstvu. Ob sajenju rastlin bi se lahko v tla 
dodalo kapsule, ki vsebuje atraktant (E-β-K). Ob poznejšem nanosu EO bi se le te 
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skoncentrirale okoli korenin in tako bolje varovale rastlino pred napadom herbivora 
(Rasmann in sod., 2005).2.7 ZEOLIT 
2.7.1 Lastnosti zeolita 
Zeoliti so kristalni hidrirani alumosilikati mikroporoznih trdnih snovi, z visoko vsebnostjo 
natrija, kalija, magnezija, kalcija, stroncija in barija. Znani so tudi pod imenom 
molekularna sita. Izraz molekularno sito se nanaša na posebno lastnost teh materialov, na 
sposobnost selektivnega razvrščanja molekul, ki delujejo na načinu izključitve velikosti. 
To je posledica zelo pravilne strukture molekulskih dimenzij. Največjo velikost 
molekularne ali ionske vrste, ki lahko vstopi v pore zeolita, nadzirajo dimenzije kanalov 
(Polat in sod., 2004).  
 
Poznamo dva tipa zeolitov, naravni in sintetični. Osnovna strukturna enota naravnih 
zeolitov je tetraeder, sekundarne strukture pa predstavljajo geometrične razporeditve 
tetraedra SiO4 in AlO4. Struktura zeolitov temelji na tridimenzionalni anionski mreži SiO4 
in AlO4 tetraedrov, povezanih s kisikom (Breck, 1974). Za zeolit je značilna velika zunanja 
površina, ki je negativno nabita s hidriranimi anorganskimi kationi, kar vodi v interakcije z 
drugimi kationi in/ali polarnimi molekulami. Zeolit ima visok potencial hidracije, nizko 
gostoto in volumen mobilne faze, stabilnost kristalne strukture, kationske izmenjalne 
kapacitete, adsorpcije plinov in hlapov (Breck, 1974). Zaradi omenjenih lastnosti, se zeolit 
vse pogosteje uporablja v industriji, kmetijstvu in celo v medicini. Zeolit je popolnoma 
varen, ni toksičen, zato se uporablja tudi v prehrani ljudi. Skupna svetovna poraba zeolitov 
v letu 2001 je bila 3,5 milijona ton, od tega 18 % iz naravnih virov, ostalo pa je 
sintetičnega izvora (Polat in sod., 2004). Poznamo več kot štirideset naravnih zeolitov.  
2.7.2 Klinoptilolit 
V kmetijstvu se pogosto uporablja klinoptilolit. To je naravno prisoten zeolit, ki se 
uporablja kot kemično sito in dodatek za krmo. Zelo pomembna je velika količina por, 
visoka odpornost na ekstremne temperature in kemično nevtralna struktura. Uporablja se 
tudi v filtrih, saj absorbita amonijak in druge strupene pline iz zraka in vode. Klinoptilolit 
izboljša učinkovitost gnojil. Zeoliti, dodani gnojilom, pomagajo zadržati hranila in zato 
dolgoročno izboljšajo absorbcijsko sposobnost. Naravni zeoliti lahko absorbirajo CO2, 
SO2, NH3, H2S, HCHO, Ar, CH3OH in številne druge pline. V intenzivni reji živali lahko  
dodajanje zeolita znatno zmanjšajo vsebnost NH3 in H2S v okolju. Zeoliti lahko zadržujejo 
vodo, do 60 % svoje teže, zaradi visoke poroznosti kristalne strukture. V porah lahko 
molekule vode zlahka izhlapijo, brez poškodb strukture. Dodatek klinoptilolita v prehrani 
prašičev, perutnine in goveda izboljšuje njihovo povečanje telesne mase. Klinoptilolit 
deluje kot vezivo mikotoksinov in tako absorbira toksine, ki so lahko nevarni za živali. 
Dodajanje klinoptilolita krmi pomaga pri regulaciji aflatoksinov v krmi, absorbira pa tudi 
druge toksine, ki jih v krmi tvorijo plesni in zajedavci. Porozna struktura zeolita omogoča 
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ohranjati tla zračna in vlažna. Poleg tega pa v območju korenin zadržuje hranilne snovi v 
tleh (Polat in sod., 2004). 
2.7.3 Uporaba zeolita pri zatiranju škodljivcev 
Glavne lastnosti, ki vplivajo na učinkovitost zeolita kot FFS, so okoljski dejavniki, vrsta 
žuželke ali rastline ter struktura zeolita. Učinkovitost zeolita je odvisna od temperature, 
relativne zračne vlage, načina zatiranja, vrste žuželke in njene razvojne stopnje ter 
rastlinske vrste (Eroglu in sod., 2017). Poleg tega pa nekatere lastnosti zeolita kot so 
molekularna struktura, vsebnost silicijevega dioksida, oblika in velikost delcev, razmerje 
Al in Si, sorbcijska sposobnost in geografski izvor, prav tako neposredno vplivajo na 
njegov insekticidni potencial.  
 
Inertni prah zeolita pri žuželkah povzroči zadušitev, abrazijo kutikule, ki kasneje povzroči 
izgubo vode, zaužitje prašnih delcev in absorpcijo epikutikularnih lipidov. Vse skupaj 
pripelje do pogina žuželke. Zeolit se uporablja za zatiranje nekaterih vrst hroščev; žitni 
kutar (Rhyzopertha dominica [F.]), rižev žužek (Sitophilus oryzae [L.]) in zobati žitnik 
(Oryzaephilus surinamensis [L.]) (Eroglu in sod., 2017). Učinkovitost klinoptilolita je bila 
raziskana pri repičarju Meligethes sp. na poljih oljne ogrščice Brassica napus L. v Švici 
(Daniel in sod., 2013). Pri odmerku 300 – 750 kg/ha, so dosegli 50 – 80 % zmanjšanje 
populacije repičarja (Daniel in sod., 2013). Klinoptilolit so skupaj s fungicidom uporabili 
tudi za zatiranje padavice sadik Phythium sp. v trati, saj klinoptilolit prepreči hitro 
izpiranje fungicida v nižje plasti tal (Petrovic in sod., 1998). Ugotovljeno je bilo, da 
klinoptilolit ščiti entomopatogeno bakterijo Bacillus thuringiensis pred UV sevanjem. 
(Kvachantiradze in sod., 1999).   
 
Zeolit je inertna spojina, ki omogoča široko uporabo v kmetijstvu kot dodatek gnojilom, 
dodatek v krmi za živali, kot zaščita pred škodljivimi organizmomi, v živilski industriji ter 
tudi v medicini. Poleg tega je uporaba zeolitov dovoljena tudi v ekološki pridelavi ter 
ekološkemu varstvu rastlin. (Eroglu in sod., 2017). 
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3 MATERIALI IN METODE 
Poskus je bil narejen v letu 2018, v Laboratoriju za fitomedicino, na Katedri za 
fitomedicino, kmetijsko tehniko, poljedelstvo, pašništvo in travništvo, Oddelek za 
agronomijo, Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani. 
3.1 UPORABLJENE ENTOMOPATOGENE OGORČICE 
V poskusu smo preučevali in uporabili komercialni vrsti EO; S. feltiae in S. carpocapsae, 
ki sta bili naročeni pri nizozemskem podjetju Koppert, uvoznik pa je slovensko podjetje 
Zeleni hit d.o.o. Tretja izbrana vrsta EO je bila vrsta H. bacteriophora, rasa Vučedol. 
Izolirana je bila iz gozdnih tal, v okolici mesta Vučedol na Hrvaškem. Vse EO so bile 
laboratorijsko namnožene z metodo in vivo, v ličinkah male voščene vešče (Achroia 
grisella Fabricius) (Laznik in Trdan, 2013). Ličinke so bile vzrejene v rastni komori na    
25 °C, 12 urni svetlobi in 70 % relativni zračni vlagi, hranjene s cvetnim prahom in 
propolisom ter dane v plastične škatle. Tehnika, s katero smo namnožili IL ličinke se 
imenuje bela past (Laznik in Trdan, 2013). Namnožene IL, ki smo jih preučevali, so bile 
samo tiste s 95 % vitalnostjo, stare največ do dva tedna (Laznik in Trdan, 2013) ter 
shranjene v hladilniku pri 4 °C, s povprečno gostoto 2000 IL/ml.  
3.2 UPORABLJENE HLAPNE SNOVI 
Izbor HS, ki sta bili uporabljeni v naši raziskavi, je temeljil na raziskavi Laznik in Trdan 
(2013, 2016). Dokazala sta multitrofično komunikacijo na primeru korenja in koruze. 
Nepoškodovani koreni korenja izločajo HS T, ki na EO deluje odvračalno. Pri koruzi, pa 
zaradi napada koruznega hrošča, poškodovane korenine koruze izločajo β-K, ki na EO 
deluje privabilno. Uporabljeni HS (β-K in T) sta bili naročeni pri podjetju Sigma Aldrich. 
Naš poskus smo modificirali z uporabo zeolita, pri tem so nam pomagali raziskovalci 
Inštituta za pesticide in varovanje okolja iz Srbije. Formulirali so HS (β-K in T) v različne 
velikosti granul zeolita. Kot nosilec so uporabili naravni zeolit, ki je znan kot inertna in 
netoksična snov s priročnimi lastnostmi za pripravo trdnih sestavkov. Uporabljen naravni 
zeolit je izviral iz zeolitskega rudnika Jablanica, blizu Kruševca v Srbiji. Uporabili so 2 
različni granulaciji zeolita: 20 μm in 100 μm. Pred začetkom obdelave so zeolit termično 
obdelali pri 105 °C približno dve uri. HS so se raztopile v primernem organskem topilu ob 
dodatku neionskega surfaktanta. Pripravke so pripravili z razprševanjem organske tekočine 
s HS na površino zeolita. Formulacije so se stresale na orbitalnem stresalniku pri sobni 
temperaturi pol ure. Vsebnost HS je bila v vsaki formulaciji 0,5 %. HS v vodi, smo 
uporabili s koncentracijo 0,03 ppm. Željeno koncentracijo smo dobili z razredčevanjem HS 
v dimetil sulfoksidu, ki smo jih premešali v centrifugirki. V naravi je to približna 
koncentracija HS (0,03 ppm) 10 cm od koreninskega sistema (Weissteiner in sod., 2012).  
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V poskusu smo tako uporabili dve različni HS, T in β-K. Obe HS sta bili v vodi, s 
koncentracijo 0,03 ppm in vezani na različne granulacije zeolita, 100 µm ter 20 µm. V 
kontrolnem poskusu pa smo uporabili samo vodo in čisti zeolit, v velikosti granulacije 20 
µm. Preučevali smo, kako na odzivanje na kemične dražljaje vpliva HS vezana na vodo ali 
zeolit različnih granulacij.  
3.3 PREUČEVANJE KEMOTAKSIJE ENTOMOPATOGENIH OGORČIC 
Temelj preučevanja kemotaksije v našem poskusu je bila metodologija raziskovalcev 
O’Halloran in Burnell (2003), ki so jo kasneje dopolnili Jagodič in sod. (2017). V 
laboratorijskem poskusu smo uporabili plastične petrijevke (premer 9 cm), ki so vsebovale 
25 ml 1,6 % tehničnega agarja, 5 mM kalijevega fosfata, 1 mM CaCl2 in 1 mM MgSO4. 
Petrijevko smo razdelili na tri območja in označili središče vsakega dela petrijevke (Slika 
3). V petrijevke smo nalili agar ter jih shranili za en dan (24 h), da se je agar dobro strdil in 
ohladil. Na notranje območje petrijevke smo s pomočjo pipete nanesli 50 µL veliko 
kapljico s približno 100 IL. Na tretirano območje (zunanji del petrijevke) smo na agar 
nanesli preučevano HS, nanešeno na različne granulacije zeolita. Točkovno, s pomočjo 
spatule, smo nanesli 10 mg zeolita s preučevano HS. Na kontrolno območje (zunanji del 
petrijevke) pa smo nanesli samo 10 mg zeolita. V primeru, ko smo uporabili HS v raztopini 
vode, pa smo na tretirano območje s pipeto nanesli 10 µL kapljico izbrane HS v raztopini 
vode, s koncentracijo HS 0,03 ppm. Na kontrolno območje pa samo 10 µL kapljico 
destilirane vode. Vsako obravnavanje je bilo petkrat ponovljeno. Petrijevke smo z izbrano 
HS v določeni granulaciji zeolita in izbrano EO postavili v gojitveno komoro na 20 °C in 
75 % relativno zračno vlago za 24 ur. 
  
Štetje EO je potekalo tako, da smo jih imobilizirali. To pomeni, da smo petrijevke za tri 
minute zamrznili pri -20 °C in jih potem prešteli pod binokularnim mikroskopom (Nikon 
C-PS). Povečava mikroskopa je bila petindvajsetkratna. EO smo šteli na posameznih 
območjih v petrijevki. Nato smo za vsako območje v petrijevki posebej izračunali gibanje 
EO in pridobljene podatke statistično obdelali.  
 
Kemotaksični indeks (KI) (Bargmann in Horvitz, 1991; Laznik in Trdan, 2016ab) smo 
izračunali po formuli: 
 
KI = (% EO v tretiranem območju - % EO v kontrolnem območju) / 100 %                … (1) 
 
S KI izračunamo ali določena HS deluje kot repelent ali atraktant oz. nima vpliva na 
usmerjenost gibanja EO. Vrednosti KI so lahko od – 1 do + 1, pri čemer je pri vrednosti + 
1 snov popolni atraktant in pri – 1 popolni repelent. Slovenski raziskovalci (Laznik in 
Trdan, 2013; Jagodič in sod., 2017) so določili intervale: med – 1,0 do – 0,2  - snov je 
repelent; med - 0,2 in – 0,1 – snov je šibek repelent; med - 0,1 do 0,1 - snov nima vpliva; 
med 0,1 do 0,2 - snov je šibek atraktant; med 0,2 in 1,0 - je snov atraktant (Slika 4).   
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Slika 3: Shematski prikaz poskusa v petrijevki (Jagodič in sod., 2017) 
Slika 4: Shematska ponazoritev intervalov KI  
3.4 STATISTIČNA ANALIZA 
Za vsa obravnavanja oz. tretiranja smo določili smerni odziv ali stopnjo gibanja iz 
notranjega v zunanje območje petrijevke. Za statistično analizo smo uporabili dvojni t-test, 
kjer smo primerjali % EO v zunanjem in notranjem območju petrijevke (α = 0,05). 
Statistično analizo smo naredili s programom Statgraphics Plus za Windows 4.0, grafe pa z 
računalniškim orodjem MS Office Excel 2010, v odvisnosti od vrste HS in granulacije 
zeoita, strategije iskanja gostitelja, vrste EO, ponovitev ter medsebojnih interakcij. 
Dobljene vrednosti smo primerjali z analizo variance (ANOVA, α = 0,05). ANOVA oz. 
analizo variance smo uporabili tudi za primerjavo vrednosti KI EO na izbrane HS in 
granulacijo zeolita. Z Duncanovim testom (p < 0,05) smo določili statistično značilne 
razlike med posameznimi obravnavanji. Dobljene vrednosti smo prikazali kot povprečje ± 
standardna napaka. 
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Slika 5: Priprava poskusa; nalivanje tekočega agarja v petrijevke (foto: Ž. Laznik) 
Slika 6: Nanos infektivnih ličink s pomočjo pipete na agarno ploščo (foto: Ž. Laznik) 
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4 REZULTATI 
4.1 GIBANJE IL EO 
Rezultati statistične analize so pokazali, da sta na gibanje EO iz notranjega v zunanje 
območje petrijevke imela vpliv vrsta EO, HS ter interakcije med njima.  
Preglednica 1: Statistična analiza gibanja IL EO iz notranjega v zunanji del petrijevke 
 Faktor F df P 
Vrsta EO 28,89 2 < 0,0001 
HS 4,86 7 < 0,0001 
Ponovitev 0,89 4 0,4692 
Vrsta EO x HS 13,12 14 < 0,0001 
 
Rezultati t-testa so pokazali statistično značilne razlike med povprečnim % IL v zunanjem 
(tretirano in kontrolno območje petrijevke) in notranjem delu petrijevke, po 24 urah.  
 
 
 
 
Slika 7: Delež IL, v zunanjem območju, po različnih vrstah EO in po 24 urah. Na sliki so ponazorjena 
povprečja petih ponovitev za različne HS, vezane na različne granulacije zeolita ali v raztopini vode. 
Standardna napaka (SN) je prikazana z odkloni nad stolpci. Statistično značilne razlike (p < 0,05) med 
različnimi vrstami EO prikazujejo črke nad stolpci. HbV: H. bacteriophora, Sc: S. carpocapsae, Sf: S. 
feltiae. 
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Vrsta EO in strategija iskanja gostitelja je vplivala na gibanje preučevanih IL v zunanje 
območje petrijevke. Med preučevanimi EO se je za najmanj mobilno vrsto izkazala S. 
carpocapsae. Ugotovili smo, da je kar  82,22 ± 1,39 % IL ostalo v notranjem območju 
petrijevke. Z drugimi besedami, manj kot 20 % IL se je premaknilo v zunanje območje 
petrijevke. Ugotovitev ni presenetljiva, saj gre za EO, ki svojega gostitelja išče pasivno. Pri 
ostalih dveh vrstah, ki svojega gostitelja iščeta aktivno ali vmesno, smo potrdili večjo 
stopnjo gibanja. Tako je v notranjem območju ostalo 65,72 ± 1,63 % IL vrste H. 
bacteriophora in 66,3 ± 1,71% vrste S. feltiae. Pri obeh vrstah se je torej več kot 30 % IL 
premaknilo v zunanje območje petrijevke (Slika 7). 
 
Vpliven dejavnik pri gibanju IL je bila tudi izbira HS. Najbolj so se gibale IL v B0,03, 
B20, T0,03, T100 in T20, od tega največ v B0,03, kjer smo ugotovili 33,6 ± 3,04 % IL v 
zunanjem območju petrijevk (kontrolno in tretirano območje). Najmanj so se IL gibale v 
obravnavanjih B100, K20 in  KH20. Od tega najmanj v obravnavanju KH20 kjer smo 
ugotovili 24,3 ± 2,34 % IL v zunanjem območju (kontrolno in tretirano območje). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 8: Delež IL v posameznem območju (tretirano in kontrolno območje) pri različnih vrstah HS. Graf 
prikazuje povprečja petih ponovitev za različne vrste EO in debeline inertnega substrata. SN je prikazana z 
odkloni nad stolpci. Črke nad stolpci prikazujejo statistično značilne razlike (p < 0,05) med različnimi HS, ki 
so vezane na zeolit v različnih granulacijah in HS v tekoči obliki. B0,03: β-K v vodi, s koncentracijo 0,03 
ppm, B100: β-K, vezan na zeolit z granulacijo 100 µm, B20: β-K, vezan na zeolit z granulacijo 20 µm, K20: 
kontrola (čisti zeolit), KH2O: kontrola (voda), T0,03: T v vodi, v koncentraciji 0,03 ppm, T100: T, vezan na 
zeolit z granulacijo 100 µm, T20: T, vezan na zeolit z granulacijo 20 µm. 
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4.2 ANALIZA KEMOTAKSIČNEGA INDEKSA 
 
Analiza rezultatov je pokazala, da na vrednosti KI vpliva zgolj vrsta HS, medtem kot vrsta 
EO, ponovitev in interakcija med vrsto EO ter HS nima vpliva na KI (Preglednica 2). 
Preglednica 2: Statistična analiza (ANOVA) kemotaksičnega indeksa  
Faktor F df P 
Vrsta EO   1,05 2 0,3709 
HS 26,29 7 < 0,0001 
Ponovitev 0,53 4 0,7161 
Vrsta EO x HS 3,08 14 0,1577 
V Preglednici 3 je predstavljen vpliv različnih HS na KI pri različnih vrstah EO. HS β-K v 
vodi, s koncentracijo 0,03 ppm (obravnavanje B0.03) na vse vrste EO deluje privabilno; H. 
bacteriophora (KI = 0,13 ± 0,10), S. feltiae (KI=0,19 ± 0,02) in S. carpocapsae (KI = 0,24 
± 0,07). β-K vezan na zeolit z granulacijo 100 µm (obravnavanje B100) na H. 
bacteriophora deluje kot atraktant (KI = 0,25 ± 0,04), na S. feltiae kot šibek atraktant (KI = 
0,12 ± 0,03), medtem ko na S. carpocapsae (KI = -0,01 ±0,03) nima vpliva. β-K vezan na 
zeolit z granulacijo 20 µm (obravnavanje B20) deluje kot atraktant na H. bacteriophora 
(KI = 0,25 ± 0,05), kot šibek atraktant na S. feltiae (KI = 0,18 ± 0,03) in nima vpliva na S. 
carpocapsae (KI = -0,01 ± 0,02). 
 
HS T v vodi, s koncentracijo 0,03 ppm (obravnavanje T0,03) deluje kot repelent na H. 
bacteriophora (KI = -0,21 ± 0,05), kot šibek repelent na S. feltiae (KI = -0,15 ± 0,04 ). 
Omenjena snov na S. carpocapsae (KI = -0,03 ± 0,06) nima vpliva. T vezan na zeolit z 
granulacijo 100 µm (obravnavanje T100) na vrsti H. bacteriophora (KI= - 0,28 ± 0,03) in 
S. feltiae (KI= - 0,24 ± 0,05) deluje repelentno, medtem ko na vrsto S. carpocapsae 
(KI=0,02 ± 0,02) nima vpliva. T vezan na zeolit z granulacijo 20 µm (obravnavanje T20) 
ima repelenten učinek na vrsti H. bacteriophora (KI = -0,36 ± 0,04) in S. feltiae (KI = -
0,21 ± 0,01). Omenjena snov nima vpliva na gibanje EO vrste S. carpocapsae (KI = -0,06 
± 0,01). 
 
Čisti zeolit z granulacijo 20 µm (obravnavanje K20) in voda (obravnavanje KH2O) nimata 
vpliva na gibanje EO.  
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Preglednica 3: Vpliv različnih HS in granulacij inertnega substrata na KI pri različnih vrstah EO  
 B0,03 B100 B20 
HBv 0,13 ± 0,10 A 0,25 ± 0,04 C 0,25 ± 0,05 B 
Sc 0,19 ± 0,02 A - 0,01 ±0,03 A - 0,01 ± 0,02 A 
Sf 0,24 ± 0,07 A 0,12 ± 0,03 B 0,18 ± 0,03 B 
 T0,03 T100 T20 
HBv - 0,21 ± 0,05 B - 0,28 ± 0,03 A - 0,36 ± 0,04 A 
Sc - 0,03 ± 0,06 A 0,02 ± 0,02 B - 0,06 ± 0,01 C 
Sf - 0,15 ± 0,04 B - 0,24 ± 0,05 A - 0,21 ± 0,01 B 
 K20 KH20  
HBv 0,01 ± 0,07 A - 0,01 ± 0,04 A  
Sc 0,01 ± 0,03 A - 0,01 ± 0,02 A  
Sf - 0,01 ± 0,02 A - 0,02 ± 0,02 A  
 
Vsaka podatkovna točka predstavlja povprečno vrednost KI ± SN. Z enako črko označene podatkovne točke 
se med seboj statistično ne razlikujejo (p < 0,05). Statistično značilne razlike med enakimi HS ter granulacijo 
inertnega substrata in različnimi vrstami EO ponazarjajo velike tiskane črke. Vrednosti KI so lahko od – 1 do 
+ 1. Snov je: atraktant pri vrednostih KI > 0,2; šibek atraktant pri vrednostih KI med 0,1 in 0,2; nima vpliva 
na gibanje EO pri vrednostih KI med -0,1 in 0,1; šibek repelent pri vrednostih KI med -0,1 in -0,2; repelent 
pri vrednostih KI < -0,2. 
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 
5.1 RAZPRAVA  
Rastline se pred napadom škodljivcev branijo na različne načine. Poznamo posredne in 
neposredne načine obrambe. Med neposredne načine obrambe uvrščamo rastlinske trne, 
dlačice, med posredne pa tvorbo sekundarnih metabolitov (Dicke in Sabelis, 1988). Pri 
sekundarnih metabolitih gre za HS, ki jih sproščajo poškodovane in nepoškodovane 
korenine rastlin (Mumm in Dick, 2010) ter delujejo privabilno/odvračalno na določene 
skupine organizmov, med drugimi tudi na EO (Jagodič in sod., Laznik in Trdan, 2013). 
Prve raziskave talnih multitrofičnih interakcij so temeljile na povezavi med signali 
podzemnih delov rastlin po napadu škodljivih organizmov in gibanjem EO (Rasmann in 
sod., 2005).  
 
V našem poskusu smo uporabili HS v raztopini vode s koncentracijo 0,03 ppm in vezane 
na različni granulaciji zeolita; 20 µm in 100 µm, 0,5 % koncentracija HS. Zeolit je inertna 
spojina, ki zaradi svojih fizikalnih in kemijskih lastnosti ni toksična in nima škodljivega 
vpliva na okolje, prav tako ne reagira s snovmi. Izbor HS terpinolen (T) in beta-kariofilen 
(β-K) je temeljil na predhodnih raziskavah slovenskih raziskovalcev (Laznik in Trdan, 
2013, 2016a), ki sta ugotovila, da omenjeni snovi delujeta v vodnem mediju 
privabilno/odvračalno na EO. V naši raziskavi smo želeli ugotoviti ali pride do podobnega 
učinka tudi, če obe snovi vežemo na drug medij (zeolit). 
 
Rezultati naše raziskave so pokazali, da HS T v vodi, kot tudi vezana na obe granulaciji 
zeolita, na vrsti H. bacteriophora ter S. feltiae deluje odvračalno, medtem ko na gibanje 
vrste S. carpocapsae nima vpliva. Naše ugotovitve potrjujejo rezultate nekaterih 
predhodnih raziskav (Laznik in Trdan, 2016a; Jagodič in sod., 2017). Raziskovalci so 
ugotovili odvračalno delovanje terpinolena na EO (Laznik in Trdan, 2016a), prav tako pa 
smo tudi potrdili ugotovitve Jagodič in sod. (2017), da je strategija iskanja gostitelja pri EO 
ključnega pomena, pri zaznavanju kemičnih dražljajev. Vrsta S. carpocapsae išče svojega 
gostitelja pasivno in zato nima izraženih kemoreceptorjev v taki meri kot vrsti H. 
bacteriophora ter S. feltiae, ki svoje gostitelje iščeta aktivno. Predvidevamo, da je razlog 
slabšega odziva  EO S. carpocapsae na terpinolen povezan s strategijo iskanja gostitelja. 
Rezultati naše raziskave so pokazali, da granulacija zeolita nima vpliva na KI. Do 
podobnih ugotovitev smo prišli tudi pri HS β-K. Rezultati naše raziskave so potrdili 
predhodno raziskavo, v kateri Laznik in Trdan (2013) navajata, da je omenjena snov 
atraktant. V naši raziskavi je snov β-K delovala močno privabilno na EO H. bacteriophora 
in kot šibek atraktant na S. feltiae. V sorodni raziskavi so Rasmann in sod. (2005) 
ugotovili, da β-K deluje privabilno na EO H. megidis. EO S. carpocapsae se je tudi pri 
snovi β-K tako v vodnem mediju kot tudi zeolitu izkazala za najmanj mobilno vrsto v 
poskusu. 
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Rezultati naše raziskave nakazujejo možnost optimizacije uporabe EO v programih 
biotičnega varstva rastlin. Z uporabo določenih snovi (T, β-K), ki jih vežemo na različne 
medije (voda, zeolit) bi bilo možno usmerjati EO na ciljno mesto. Njihova usmeritev na 
točno določen cilj bi pomenila večjo učinkovitost pri zatiranju gospodarsko pomembnih 
škodljivcev v kmetijstvu. Potrebno se je tudi zavedati, da je bila naša raziskava izvedena v 
laboratoriju in da bo potrebno v prihodnje naše rezultate potrditi tudi v študijah na prostem. 
5.2 SKLEPI 
(1)  KI je odvisen od vrste EO, strategije iskanja gostitelja EO in vrste HS.  
 
(2) Terpinolen deluje v obeh preučevanih medijih (voda, zeolit) kot repelent na EO H. 
bacteriophora in S. feltiae.  
 
(3) Beta-kariofilen deluje v obeh preučevanih medijih (voda, zeolit) kot atraktant na 
EO H. bacteriophora in S. feltiae.   
 
(4) Granulacija inertnega substrata (zeolita) nima vpliva na KI.   
 
(5) Najmanj mobilna vrsta EO je bila S. carpocapsae. 
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6 POVZETEK  
Biotično varstvo rastlin je eden izmed načinov zatiranja škodljivcev v pridelavi hrane. Gre 
za načrtno uporabo živih organizmov za zatiranje in obvladovanje škodljivcev. Med 
biotične agense uvrščamo tudi EO, ki skupaj z bakterijami živijo v mutualističnem odnosu. 
Sposobnost parazitiranja ima le parazitski stadij, ki ga imenujemo infektivne ličinke (IL). 
IL EO lahko vstopi v telo žuželke in tam sprošča toksine, ki na koncu tako oslabijo telo 
gostitelja, da ta v roku od 24 do 72 ur pogine. S pomočjo IL simbiontska bakterija vstopi v 
telo gostitelja. Bakterije telo žuželke razgradijo, nato ga IL uporabijo za hrano. EO v 
stadiju IL poznajo več strategij iskanja gostitelja. Način premikanja pri EO je vrstno 
specifična lastnost. Poznamo aktiven, pasiven in vmesen način iskanja gostitelja. Vpliv na 
gibanje EO pa imajo tudi koreninski izločki rastlin.  
 
Rastline imajo sposobnost, da za zmanjšanje škode ob napadu škodljivih organizmov 
uporabijo različne obrambne načine. Posreden način za zmanjšanje škode je sproščanje 
HS. HS povečujejo privlačnost rastlin za naravne sovražnike herbivorov ter se sproščajo iz 
napadenega kot tudi nenapadenega tkiva rastlin. Lahko imajo privabilni/odvračalni učinek 
na več skupin organizmov, tudi EO. HS se iz korenin izločajo v tla in vplivajo na 
interakcije med talnimi organizmi in rastlinami.      
 
V naši raziskavi smo preučevali tri vrste EO; H. bacteriophora, S. feltiae in S. 
carpocapsae. Vsaka izmed preučevanih vrst ima drugačen način iskanja gostitelja. H. 
bacteriophora aktivno išče gostitelja, S. carpocapsae pasivno, vmesen način pa ima razvit 
vrsta S. feltiae. Način iskanja gostitelja vpliva na gibanje EO. HS T in β-K sta bili izbrani 
na podlagi predhodnih raziskav. HS T izločajo nepoškodovani koreni korenja. Rastlina s to 
snovjo okolici sporoča, da ne potrebuje dodatne zaščite. β-K se sprošča iz korenin koruze, 
po napadu koruznega hrošča. Obe HS smo preučevali v vodni raztopini, s koncentracijo 
0.03 ppm. Poskus smo modificirali z vezavo obeh HS na različne granulacije zeolita. 
Uporabili smo 100 µm in 20 µm granulacijo ter 0,5 % koncentracijo HS. Vodo in čisti 
zeolit smo uporabili za kontrolo. Ugotoviti smo želeli, kako na odzivanje na kemične 
dražljaje vpliva HS, vezana na zeolit različnih granulacij in v vodni raztopini. Rezultati 
naše raziskave so pokazali, da HS T v vodi, kot tudi vezana na obe granulaciji zeolita, na 
vrsti H. bacteriophora ter S. feltiae deluje odvračalno, medtem ko na gibanje vrste S. 
carpocapsae nima vpliva. Snov β-K je na vrsti H. bacteriophora in S. feltiae delovala 
privabilno neodvisno od vezave na medij. Na podlagi naše laboratorijske raziskave smo 
ugotovili, da granulacija inertnega substrata (zeolita) nima vpliva na KI. 
 
Rezultati naše raziskave nakazujejo možnost za optimizacijo uporabe EO v programih 
biotičnega varstva rastlin.  
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